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Summary 
Neural tube defects (N1D) are among the most distressmg congenttd ano~irdirs 
They arise when neudation (= the lomatron of the neural tube) dlclrrng the 
embryonic period is disturbed. Neurulaaon civmpmses four subsequent evenrs: 
formation of the neural plate, elevahon of thc neural ~~wiidls, converpirce and fusion 
of the neural folds. The mibal closure is irr the cen-1c;ll regnlr and zilspeis to t11c 
cranial and caudal direction. The openan@ aat btst1-1 ends are the final closiarc sates 
and are called the antenor rneuropore and thc postericxr ncuroporc ('PNlt3) In each 
of these events, several processes as cell rnlgpaltnon and prohferahon iltc itr\go&ved 
Recently, another process has been recognized, axid cun-atron of the embryo, but 
its impact upon neurd tube closl~re rs hitherto studied insw l'ficrcntly. In this thesis, 
the extent of the relationship between axtd curvature and closure of tlre 13WP 1s 
determined in embryos of several specles, unoilg which the mouse strain mrb fad, 
mutant for spina bifida. In the past decacle, it became oblirious that this strain can 
serve as a model to sttrdg the sole of axial curvat;ure in spn~al ncrumlnfruti. 
In Cl~apter 2.2, the mrb 5i1iI mouse colony xvhtch \\i;ls used thtouglaouf the thesis 
is described in more detatl. 'The mutation arosc spontaneously in 1950, but up to 
now neither the ctgcne nor one of its modifiers has been characterazed. 'Pn 55Y0 of 
the newborns an affected phenotype, i.e. kinked or curled tail and spina bi$rJ;~ 
aperta, was observed. This phenotype is thought to be the result of a disturbed 
neurulation. The penetrance appeased independent of parental phenolypc anti 
parental penetraarce, but seemed to be influenced by cnvuronrnental condit~ons. 
Since penetrance and phenotypes of this colony resemble those of the other cwyb 
Iaiicoloiiies, the data obtained frotn different colorlies complctc each other. 
A p o d  control strain was rnraslng Por tlzc nt4r tail inam.;c: Nrrt only a ~ I ~ ~ T C ~ C G  
with respect to the cf gene and 11s modifiers was present, but also w~th  respect E t r  
the genetic backgound of odxr  strains. '1-l~creforc, a background-rna~chccl 
BALl3/c - L T I ~ ~  tai/recombinarr~ strain was constructed via a crn5.s-lntcrcrol;~ J c s l g ~ ~  
(Chapter 2.23. The penetrance after each intercross amounrcd t o  2-4'?41. An incrcasc 
In penetrance up to 48% was acln~eved by live ~ t ~ h s c q u ~ ~ ~ t  inbreeding cycles of the 
intercross offspring with selectton in favor of afltctcef phc11oc)ipcs 'I hc rcsulrs 
suggest that, bes~des the r /  gene, Inore than 3 rnorlifier gcncs arc mvolvcd tn ~ h c  
cidr-4 1'mi trait. Since thjs recombinant rnoucc stram c ~ x h i l ~ t s  rhl: LW$ :/31.~'6 !r;21t 011 a 
b o w n  geraetic backpund ,  the strain will bc  hcipTu1 In rcvc;alft~g thc i;rd1'/2Y [ ( / I /  
parhogenesrs, and is uscd as such rn the studtes o f  Chapter. 4. 
The central theme of Chapter 3 js the rclatiorui;hip between axml c~~rvatttre aard 
neural tube closure. The obsemcd tail anomalies and spina btfida aperta In r ~ c w l ~ o s n  
cur4 mjce are thought to be the result of a dcnayed clnsurc: of ~I.lc 1)NI" as 
wbsctrved m about half of  the embryos at embryontc days 9.5, more specifically 
from the developmental stage of 25 somrres onwrards. ?Xesc affected embryos had 
prcwc~usly bcen rcported trs vxhjbit an increased axtd curvature m the regon of the 
13WP. Smce the regon o f  lncrcased cunwature and its development werc unknown, 
rhcsc have bccn detcmnned (Chapter 3.1). Ira. control mouse embryos, a genera! 
axial unbending of' the cmbvontc axls was observed d u m g  subsequent s t a g s  o f  
PNly closurc. An adcl~taonal marked decrease m curvature occurred at  the final 
stages o f  PNB) closure, indicating h a t  t h ~ s  unbendcng hcditaces the completmon of  
IWNP cltrsure. In affected G J L ~ ~  /ad embryos, however, curvature appeared increased 
between sornitc levels ZG and presumptive 34. 'This increase turned out to be or+ 
temporally, since a n o m d  curvature was obscnred from h e  32 somvtc stage 
csriwards 'I'hus, thc aberrant curvature In the mrb hi/ embryo colnclded spat~dlp 
atid temporally with ~ h c  start of 13MP closure delay. ?'he enhanced curvature 
probably delays ~ h c  losure by countcractmg the elevation and convergence oh Lhc 
neural wallls. 
'1"lze rncreased curvature ~n ~ 7 ~ < 4  ilaii'embryas could be prevenlcd by culture at an 
clcv;ttcJ temperature (Chapter 3.2). 'l'h~s yielded a normdir,attorz ol' PNP cllosure. Irr 
order to dctertnine whether aberrant axid curvahlre m control mouse cmbryos 
would d s a  result in a delayed PNP closure, axid curvature \was experimentally 
altcrcd in those CIII~I-~OS. 'l*hc lncreased cwwature appeared indeed to correlate wit11 
a higEicr frcqucl~cy of  crnbryos with an open PNly. 
In contrast to the mouse crnbryo, the rabbit embryo has a straight axis for a 
ccralsiderable pcriod of 13NP closure. 13ascd o n  the cxperielice with mouse ernbq~os 
~l iat  an increased curvature wo~ild delay the closure of  the PNP, rt was expected 
that thc straight axis wou13 be iussoclated with a fast neural tube closure. Since 
nicu~ulation in the rabbit was Iwrdly docurnentcd in literarurc, such a study was 
performed (Chapter 3.3). As hypothestzed, closure of  the neural rube closure 
occurutl fast cxccpt ili31. thc final phase of  PNP ~ I O S U ~ C  
Subscyucntly, thc closurc of thc 13NP was related to axial curvatlare un five 
spcc~cs  :T-UDLISC, rat, r;\l>bit, mslii and chick (Chapter 3.4). 'l'hc closure of the PNl' 
was htst tornplctcd in tlzc c~nbryos xvtrl~ il flat appearance (re. rabbir and chick), 
sz~bscrluc~ltly in embryos urith a moderately curved a w s  (it. rat arid man) and f i i ~ a l l ~  
fin rhc most strorlgly ci~rvcd spectcs (i.r. mouse) Moreover, another general 
rolnxitrnsl-rrp cincrgucl: rhc tnt-rre the axial curvature dccrcasecl clunng neudat ron ,  
tlzc moro ~ h c  rafc o f  c1osiirc ~ncreascd. 13ascd on these smdies, at 1s co~zclu~led that 
~ X I ~ L I  cunratron ts an lrnpcxtant process m neural tube closure. 
lil~hitn~ecll axtd curvature: in the  ixr-4 tail embryo has been proposed to result 
frr~tn a rcd~iccii cell profikraticlorr in the ventrd trssnlcs of  the PNP region. Jt- rnlght 
be espcctcd, however, t h ~ t  prolzfera~io12 is also disrurbed in thc progenitor structure 
ot- this rcgcan, i f .  the tad bud, at stages preceding thc aberrant cunrature. 'I'hcrefore, 
proliferatior~ \\.as ~iccenizined 111 the dorsal m d  ventral halves of rhc tail bud 
(Chapter 4.1). Bt appeared that, at the stage preceding tlae aberrant cun.1k~re, the 
ventral half, when compared to dorsal, comptised an iuicrrased propornon o f  
C,/G, phase cells and a decreased proportxon of S phase cells nn both tl-rtlc c.wr$ h~ii 
and recombmant mutant stram. The proliferation appeared re-balarrcrd at the sage 
precedmg the normahzed ax~al curvature. This inrdicatcs char tlzc tcmpnrdlv 
imbdanccd proliferation in the tad bud results In a reduced rzmum~bor of cells 
ventrally and subsequently evokes the temporally irlcreased axrd cunrahirc. 'l'hus 
~rnbalanced proliferat~on is now cotlsldered the earljest event ul t11c pathogct~ct~c 
sequence leading to N'L'D in the ~ 7 ~ 4  il liLmousc. 
Glucose 1s reported to be mnqportant for emlsryon~c gowt1-1 at thc respccrive 
stages of neurulation. Its role m the mr'~ [uil pathogenesis has becn detemincd as 
\well (Chapter 4.2). Both m a long-term ntd short-rertn crrrbrjru culture, glucose 
uptake seemed to be reduced for the ~rtr$f and rectxnbinant mouse embryos 
ct~mgrared to non-mutant ones. This was acco~~ipa~ucd by a reduced amount of 
DNA in the mutant embryos, resultttlg in a n o m d  uptake per cell. 'l'he getre Tor 
the glucosc transportec GLUT-1 is mapped to thc same region on chrotnosotnc 4 
as the non-characterized c! bwne. I t  was dctennined whether (;/ and GLICr%'-I could 
be allcles of thc same gene. Such a relationship was excluded based upon thc rcsults 
of restriction fragment length polymorphnsm and cDNli sequence andyhes. 
Morec~vcr, since GI,U'L'-1 is important for glucose trar~sport across the cell 
membranes during neurulation, these C;I,L121'-1 results together wifl~ rhc: notmill 
expression of the GLU'17-1 protein as immunohis~ochcrnicd1y dcterrnlr~cdl suppart 
the idea that the glucose uptake per cell 1s normal m ~hu: cr/rt$ I#L/ mouse embryo. 
'Vhws, the imbalanced proliferation In the PNI' rcgon and rd bucl, as part of thc 
at$ pathogenesu, is unlikelly due to abcrrar~t glucose hamdltng. 'The al-rerrant 
proliferation results, presumably, in a reduccd cell nurmber and, ce)nscyucntJy, In a 
reduced glucose uptake. 
'I'hc results presented in this thcsts indicate lhat the p r ~ g r e s ~ i o ~ i  f  ncuml rtlbc 
closure in several species 1s affcctcd b y  axial curvature Most Itkely, axial curv;\rurc 1s 
important in human N'I'D as wcY1. Recause of strnllantrcs in e,e. Ic)caiton, 
appearance and influence of pcstcntral teratogcns, the mouse tlzulalrt tw~ily to i l  IS 
currently considered a valuablc ~ncrclel fur  he folatc-resrsrar-rt subgroup o r  Prutran 
N'1'LI. Therefore, the ncw tns1ght.s in the palhogcnesls of ~ h c  ur$; 101/, alilcc ~ h c  
rmbdanccd proliferation tn the tat1 bud, may cluctda~e: pathogcnvt~c pirrhw;iys tn 
tllls subcategory of hulnan N'1'19. 
Samen vatting 
Neurale buis dcfckten (NBD) behoren tot de zeer ernstige aangeboren 
afwijkingen %e ontstaan als de neutdatie (= de vorming van de neurale buis) 
tijdens dc embryonale periode verstoord is. Neumlatre bestaat uzt vier opeen- 
volgend~ gebeurtenissen: vorming van dc neurale plaat, ellevatte van de rreisrale 
wallcn, convergentie en fusie van de neurale vouwen. De sluiting begnt an het 
cervicale gcbied, en breidt van daar uit naar craniaal en caudaal. De openingen aan 
beide uiteinden hetcn ncuroponis anterror en neuropoms postenor ('NT"), en sluiten 
als laatsrc. Bij ieder van deze gebeuctenissen zijn diverse processen betrokken zoals 
lokale celmigrat~e en prolifcra~e. Recent as een ander proces onderkend, de 
askroraerning van her embryo, inaar de invloed ervan up de neurale buissluiting is 
~ o t  nu toe onwoldoende bestudeerd In dit proefschrift wordt dc relatte tussen 
askaornrnrng era sluriing vim de NP nader onderzocht in einbyo2 van diverse 
species, waaromdcr de muizenstam iaij, mutant voor spinia bifida Vair deze 
stam rs in het afgclopcn deceiziziurn duidelijk gewcrrden dat zc als model kan dienen 
om de ral van asltrornmlng in spinde neudatle te bepalen. 
In Hoofdstuk 2.1 wordt dc mrjj fi~il kalonae die in dit onderzoek gcbmikt rs in 
detail beschreven. De mutatie wni-stond spontaan in 1950, maar tot op heden zijn 
noch hct d gsi noch zijn modifier genen gekarcllkteriscerd. Een aangedaan 
fenotype, c1.w.z cesi k d  of knik in de staart cn/of spina bafida aperta, werd bij 55% 
van de pasgeborcncn \vaargcnumen. Dit fenotype wordt waarschijnlijk veroorzaakt 
door sen verstoorde neumlatie. I're penetrantie bleek onafhailkelilk te zijn vart het 
fenotype a f  penetrimtie van dc ouders, maar leek wel belsivloed te wonden door 
orngevingsfakturcn. Omdat rlc penetrantie en fc~rotypen van deze kolonie 
trvcrccnktsmcii anct die van andcre L M ~ ) ) ;  /arti kolonies, kunncn de data vanuit de 
vcrschzllerude kolanies enkaar aanvullen. 
Voor cle LW$ !ad ontbrak een goede cooirole-stam. 1st was namelijk niet alleen 
ccn vcrscl11l voor wat betreft hct L*/ gen en zqn rnodrfiers, maar ook met cic 
geiart~sclre achlcr@ond van aidere stammen. Daarom werd een Bhl,B/c - mrs'y 61iz"l 
recoanbunantc stam geconstrwecrd via ccn cross-intercross kntisingsschcma 
(l Irlofdctuk 2.2). De penctsantie na icdere intcacross bedroeg 2 tot 4?4. Ecn sttlgng 
111 de pciiletra-itlc tor 48% werd bereikt door mjf opeenvolgende inkniisings~ycli van 
dc ~nt~rcri~ss-nahcomclir~get~ n ~ e t  sclecitie wan de aangedane fenorypcn. Deze 
resu0t:ttcri suggermen dat, naast het cl gcn, mrer dan dsic modificr genen betrokken 
zip1 bij dc cxib tui1 exprcssic. Omdat deze recombinante rnuizcnstam de ~xrb lai l  
cigcnschappen vertoorrr cn een bekende genetische achtergrond bezit, 1s zij geschikt 
voor het onrrafelen van de ms.+ fsail pathogenese, en als zodanig gebruikt voos dc 
sr~ndica welke ztjìr gcrappr>rkercf ~ r i  Maofdsruk 4. 
Het centrale thema ui Hoofdstuk 3 is de relahe tussen askronrtntiig cn i~eurdc 
bwrssluiting. De staastafivijkingen en spina bifida q e r t a  die in pas-bare11 t~tt:ljil fadl 
muizen waatgenomeal worden, nln waarschijnlijk het resultaat .rvan een vertraag$ 
sluiting van de NI3. Dcze \-ertraging wordt in ongeveer de helft vm de er~~bryo's 
van 9.5 dag waargenomen, ofwel vanaf het onh~rikkeliz1~staJ1un1 van 225 somlieterr. 
In de literatuur is bekend dat deze aai~gdane embryo's een toegetiomen 
ashomrning br de rego van de N P  vertoonden. Omdat de locabe sin het verloop 
van deze krommingsahijking aijdens de ontwrkkelins met bckcnd was, werd deze 
bepaald p-Ioofdstmk 5.1). in controle embryo" werd een d g n ~ e n e  an~kror i~mng 
van de embryonale as waargemorneaz tijdens opeenvolgende stadia van NI3-sluiting 
en tijdens de laatste stadia trad bovendien een extra. a f i ~ m e  iIn krotiunillg OP.  DI^ is 
een aanwijzing dat ontkrornmit~g de voltotrung \rail de Nl~sluitlng iTacrlitccrt. In 
aangedane taII~rnbryo's bleek de krornmang echter tqdelijk toe te nealien tussen 
scam~erniveau 26 en toeko~nslig niveau 34. Vanaf somieienstadiilirn 32 werd wcer 
een normale homming waargenomen. De toegenomen krommnng in heit r8t.l~ &l;/ 
embryo  alt dus zowel in plaats als tijd samen met de wertragng van dc NP-sluitii-~g. 
Dc extra kromming verhindert waarsrlma~nlnjk scchanlsch de clevat~c van de ncurale 
wallen en de canvergenrie van de neusde vouw.cn, waardoor de f~tsic gereand 
wordt. 
De  extra kaornrning in ntrb fas'I embryo's kost worden \~oorkornen door J c  
embryo's te kweken bij een verhoogde temperatuur Ql-To~fdst~~k. 3.2). DIL resultccrdc 
iiz een miomdisatie wan de NP-slu~ttng. Om te bepdeil af in coiztro0lc embryo's cc11 
toegenomen askroinrning ook zou resulteren in een vcrtraa.gdc NP-sluiting, werd de 
a s k r o m h g  m deze embryo's expenmenteel veranderd. De toegenomen krur-nming 
bleek inderdaad positief te correleren de frequentie van cinbryo" rnct cen ~iiict- 
gedoten NP. 
In regenstelling tot het muizet~embqo laecft het konijneneimbrya ~qdens een 
aanzienlijke penode van de WP-sluiting ecri rcchte as. Ví~nwii ~ l c .  bevindrrig bij IJC 
muis dat ecn toegcnomcn kromming de siuiting van de hllJ vertraagt, werk1 
~renivacht dat de rccbte aas geassocieerd zou zijn met i-ct1 sncllc neurale b~~~sslii~tiaïg 
Omdat de neurula~e in het konrjn i~au\*.elijks ge~iocumerttcerd was In dl: Iiilcratuur, 
werd zo'n studie uitgevoerd (I-laohdshik 3.3). Zods vcronderstcEd, bleek Je  sluitmg 
wan de neurale buis snel tc verlopen, mct urtzonclsrnng vari de laatste h s e  van rlc 
NP-sl~uting. 
Vervolgens werd dc relatie van de NP-slurtung en askrommrng bcstucteerd in vilf 
diersoorten. muis, sar, Icoiirjn, mens en kip (Floofds~uk 3.41). 13c slwitrng van de NP 
was het eerst vcrltoo~d nn de embryo" snet een vlak uiterlijk (kontjn en Icrp), 
vemolgens in embryo% s c r  een licht gekromde ais (rar en mens) cn rcnslc~itc 111 de 
meest gekromdc drersoort (mus;). Bovendien bleek dat er nog ren algemene 
tendens aianwezng was: afname van de askrornrnmg tljdeils dc neur~ilatic was 
g~correleerd met een toename van de sl~it in~ss~~elheid.  Gel~asecrd alp deze studies 
wcrd gcc~ncludeerd dat het krommen van de as een proces IS dae de ncurdc 
bwjssl uiting bic-invlaecl t. 
In de 11tcramzaur werd geopperd dat de toegenomen achommirug In het mrl~ tg11 
embryo het resmiraar: zou zijn van een vemmderde proliferatie in de ventrale 
weefsels van de WP-rego. liet kan echter verwacht. worden dat proliferatte met 
name vcrstoorcl 1s i17 de voorloper van deze rego, dit is de staartknop, en o p  een 
stadium vocsrafgand aan de afwijkende kromming. Daarom werd de proliferaitie 
bepaald in de dorsale en ventrale helft van de staartknop (Hoofdstuk 4.1). Het 
I~lcele dat tn het stadnuin voorafgaand aan de ahijkende askromming, de ventrale 
helft ili vergelijking met dorsaal meer cellen in de G,/G, fase en minder cellcn in de 
S lase bevatte In zowel de mrb .t&/ d s  de recomb~nante muizenstam. De proliferatie 
bleek weer in balans te komen in het stad~urn voorafgaand aan de genormaliseerde 
askscirritning. Dit wijst erop dat de tijdelijke proliferatie-disbalans 1n de staarthop 
tot cen wemnderd aantal cellen ventraal leidt, welke vemoUgens in een tijdclilk 
toepnomen a s k r o m i n g  resulteert. 13czc prolifetalïe-disbalans wordt nu 
beschouwd als dc vroegste stap in de parhogcnese van WBD rn de mrs5, t~i /muis.  
C;lucnsc is belarigilk voor de e m b ~ o n a l c  grgroei tijdens de neumlam. De rol van 
glucose 211 de ~ r S y  /ui/ pathogenese wcrd eveneens bepaald ('l Ioofdstuk 4 2). Zowel 
m lang-durende d s  kort-durende embryo-heken, leek de opname van glucose 
door mt-4 [/ril cn rccombinante mtuzenernbryo's verminderd te zijn Iin vergelijking 
met controle embryo's. 13it g n g  echter gepaard met een verminderde hoeveelheid 
DNA n3 de mutantc embryokc, waardoor dc opname per cel normaal bleek te z ip .  
T-let gen voor de glucose-transporter C;LCJ-1'-1 is in dezelfde rego o p  chrotnnsooin 
4 gelokaliseerd als het nog niet gekarakteriseerde d gen. Daarom werd bepaald of  ct 
cnm GI,Uf-l dlclcra konden zijn van hctzclfde gen. Deze relatie werd uttgesloren o p  
basas van de resultaten wan de restnctie-fraperitlc13h1te poiyinorfisine en cDNA 
seq~ictitie analysen Ldc cxyzrcssnc vain hrr iC;J,Ci7'-1 ciwtt bleek ~rnrnunohnstca- 
cherniscli normaai ic zqri. Orndat G1 ,Ubr-1 belanbmjk 1s voor liet glueusetransl~art 
over dc cclinctnbraat~ tijdens neunnlatic, bcveshgen deze resu~ltatcn de bevinding dat 
cle opname van ~ ~ U L O S E T  per CC[ n ~ m a d  is in het ~~~~4 h2zl embryo l let is dm ook 
niet erg waarscPiqr11ijk dat cle prolifcrabc-disbdans in de NP-rego en rn de 
sc;iíirtlcnop wordt vcrooreaakt door een abijkcndc opname van gluccise. De 
bihrtlkea~Pc ptr~liI(.rntic iccsultcert   vaar schijn lijk in ecii verminderd xmtal celken en 
dcrlinlurc a11 een ver~nili~dcrdc opnniruc van glucrrse 
13c rcsulratcti die iru dit proekchnft geprcscnteerd zij11 duiden erop dat de sluiting 
van Jc neciríde buis iii clivcrsc diecstsorten beinlilaed wordt door askromming. 
Asltromrnzng is zeca- ~vaasschi~r-ili~k ook belarignj~k in humane NUD. Door 
o~~erccnkf>rnst.enrornsei in bijz.oorbeeld locatie, versclztjning en mvloed van potentiele 
teratoFi2en wordt dc inziisanuraiit t011 niomenteel beschouwd als een 
\\raardevol mcrdel voor dc fol;aat resrstente subgroep van humane NBD. Daarom 
zullen nleu\sie inzichten ur de pathogenese van de m-4 tas), ~ o d s  de proliferatie- 
disbalans in de staarknop, stappen in de p a t h o ~ n c s e  vaai deze ~ubr;~tcgori~: 1~a1-t 
humane NBD damnon gaan ophelderen. 
